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研究成果の概要（和文）： 
 造血幹細胞から巨核球へ分化する分化経路を明らかにし、その経路における Notch シグ
ナルが担う造血制御機構を明らかにするため、新規マウス巨核球前駆細胞分画を明らかに
し、その Notch シグナル分子を含む遺伝子発現パターンを明らかにした。 
研究成果の概要（英文）： 
 
 To clarify the precise differentiation pathway of megakaryocyte lineage from 
hematopoietic stem cell and the role of Notch signaling during megakaryocytopoiesis, 
we identified a new class of megakaryocyte progenitors in the adult mouse bone 
marrow and demonstrated the gene expression pattern (including Notch signal 
molecules).   
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１．研究開始当初の背景 
 
Notch シグナルは古くから細胞分化を決定
するシグナルとして知られており、主に T細
胞を中心とした免疫担当細胞系の分化運命
決定に関わると考えられており、巨核球・血
小板分化運命決定にも、何らかの役割を担っ
ている事が予想されているがその詳細は明
らかではない。正常造血における巨核球・血
小板分化経路は、造血幹細胞（HSC）から骨
髄球系共通前駆細胞（CMP)を経て、巨核球・
赤芽球共通前駆細胞（MEP）へと分化した後、
最終的に成熟巨核球・血小板へと分化するモ
デルが提唱されてきたが、近年になって CMP
を経ずに分化早期の段階で造血幹細胞から
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巨核球前駆細胞は分化運命が決定されると
いうモデルが提唱されており、各分化段階で
Notch シグナルがどのような役割を担ってい
るかは明らかでない。 
 
２．研究の目的 
 
本研究では正常巨核球分化経路における
Notch シグナル制御の担う役割を明らかにす
る事を目的とし、巨核球分化マーカーとして
知られている GPIba(CD42b)の発現に注目し
て、成体マウス骨髄内巨核球前駆細胞の分化
経路の同定及び Notchシグナルが血液細胞特
異的に障害される遺伝子改変を行ない、巨核
球分化運命決定において Notchシグナルが担
う役割を解明する目的で解析を行った。 
 
 
３．研究の方法 
 
A)成体マウス骨髄由来造血前駆細胞分画の
単離及び解析 
12週齢前後のC57BL6マウスの骨髄単核細
胞を、Ficol比重遠心法で単離し、分化抗原
(以下Lin、B220、TER119、Gr1、CD4、CD8a、
Mac1)陰性分画をMACS法で純化し、巨核球関
連抗原または造血幹細胞関連抗原 (cKit, 
Sca1, CD41, GPIba, CD150, CD16/32, CD9, 
CD105）に対する特異抗体で染色し、FACS 
Aria(BD社)を用いて各分画をSortingし、遺
伝子発現パターン及び、分化能の評価を行っ
た。さらに同定した巨核球前駆分画の遺伝子
発現パターン及び骨髄内での局在をRT-PCR
法及び骨髄凍結切片における蛍光免疫染色
法により評価を行った。 
染色にはAnti-Hamster抗Delta1抗体、Delta
４抗体、Anti-Rabbit抗vWF抗体、Anti-rat抗
CD41、GPIba抗体を用い、二次抗体として
Alexa488,54,647 標 識 -Anti 
rabbit/Hamster/rat IgG抗体を用いた。核染
色にはDAPIを用い、共焦点顕微鏡で観察を行
った。 
 
B)レトロウイルスを用いた遺伝子導入 
次にマウス Hes1cDNA を組み込んだレトロ
ウイするベクターを作成し、293gp 細胞に
PCDNA-VSVGとco-transfectionすることで高
力値レトロウイルス上清を作成した。さらに
薬剤依存性ウイルス産生細胞株である
293gpg 細胞にこのウイルス上清を用いて感
染させることにより、安定してレトロウイル
スを供給することができるシステムを樹立
した。このウイルス上清をフローサイトメー
ターで単離した KSL 細胞に強制発現した後、
メチルセルロース半固形培地にてコロニー
形成能を評価した。コロニー形成能はコロニ
ー数とコロニーの Pick Up による形態観察、
コロニー構成細胞を Mac1,Gr1（顆粒球系マー
カー）、TER119（赤血球系マーカー）、CD41、
GPIba(巨核球系マーカー)の蛍光抗体で染色
し、コロニー構成細胞の表現型解析を行った。 
 
C)巨核芽球系細胞株 UT7/TPO を用いた検討 
巨核芽球系の細胞株である UT7/TPO細胞は、
10%FBS,TPO10ng/ml Pyruvate を添加した
IMDM で培養維持を行った。巨核球分化には
TPO 100ng/mlで培養することで分化誘導を行
った。。Notch 関連分子の発現の有無はビオ
チン化 Hamster -HumanNotch1-4 抗体,Anti 
Hamster Alexa 488 抗体を用い、フローサイ
トメーターにて評価した。 
レトロウイルスを用いた Hes1 または Hes1
の C 末 deletion 変異体を導入を行った後、
細胞株の増殖または多核化における影響を
検討した。 
 
４．研究成果 
 
造血幹細胞が濃縮されている cKit+ 
Sca1+Lin-(KSL) 分画には GPbaの発現は認め
なかったが、興味深いことに CMP/GMP/MEP を
含む cKit+Sca1-Lin-(KS-L)分画のうち、
CD34+, CD16/32dull の CMP 分画でのみ、巨核
球成熟マーカーである GPIbaの発現を認めて
いた。一方、顆粒球前駆細胞（GMP）分画や
従来巨核球分化能を保持していると考えら
れてきた MEP 分画には GPIba の発現は認めな
かった。 
 
次にCMP分画におけるGPIba陽性細胞の多
分化能及び増殖能について評価を行った。最
初にcKit+Sca1-Lin-CD34+GPIba+分画（以下
34a+細胞）の形態及び表現型解析を行った。
34a+細胞は形態的には細胞質に乏しい単核
の未分化な前駆細胞様であった。フローサイ
トメーターによる解析の結果、過去に報告さ
れている巨核球前駆細胞マーカーである
CD41、CD9は全て陽性であり、幹細胞マーカ
ーの一つであるCD150も34a+細胞は陽性であ
った。 
次にこの細胞の分化能をメチルセルロー
スコロニーアッセイ法、または OP9 ストロマ
細胞との共培養法により評価を行った。メチ
ルセルロース法の結果、造血幹細胞分画であ
る KSL 細胞や、CMP、GMP 分画にあたる前駆細
胞分画ではコロニー形成が確認されたが
34a+細胞はコロニー形成を観察することが
  
できなかった。しかし、OP9共培養法では 34a+
細胞ではすべての細胞が大型の成熟巨核球
へと分化し、培養を継続すると血小板の前駆
体である Proplatelet 形成を認めた。さらに
34a+細胞が赤血球分化能を有しているかど
うか評価するために、EPO 添加下で OP9 スト
ロマ細胞との共培養を行ったが、34a+細胞は
TER119 陽性赤血球への分化は認めず、巨核球
への分化運命が決定した細胞集団である事
が示唆された。以上の結果より、34a+細胞は
いわゆる CMP分画に含まれているにも関わら
ず、巨核球への分化運命が既に決定付けられ
た細胞分画である事が示された。 
 
次に、34a+細胞の起源を明らかとするため、
造血幹細胞を含む造血前駆細胞の短期培養
より34a+細胞が誘導することが可能か検討
した。特に34a+細胞が高度に純化された造血
幹細胞によく発現する表面抗原であるCD150
を発現していることに注目し、CD150陽性KSL
細胞（ CD150+KSL）と CD150陰性 KSL細胞
（CD150-KSL）、CMP細胞,MEP細胞を用いて、
短期培養を行った後フローサイトメトリー
で34a+細胞が誘導されるかどうか検討した。
その結果、CD150陽性細胞の短期培養では
34a+細胞が認められるのに対し、CD150-KSL、
CMP GPIba陰性分画,MEP細胞からの分化誘導
は確認できなかった。 
MEP分画の細胞は、過去の報告通り巨核球
分化能を有していたが、少なくとも試験管内
で は 34a+ 細 胞 を 介 さ ず に 成 熟 巨 核 球
（CD34-CD41+GPIba+）へ分化していた。この
結果は、34a+細胞はCMP/MEPを介さずに造血
幹細胞より直接的に巨核球へ分化する経路
上に位置する巨核球前駆細胞集団である事
が示唆している。現在CAGプロモーターによ
り恒常的に蛍光蛋白GFPを発現し、移植した
細胞からin vivoで分化した血小板がGFPでマ
ーキングされたマウスより、34a+細胞及び
KSL細胞、MEP細胞分画を単離し、非致死量の
放射線を照射した血小板減少マウスモデル
に移植を行い、in vivoにおける34a細胞の分
化能について検討を行っている。 
 
次に、我々は 34a+細胞の遺伝子発現パター
ン及び骨髄内での局在を RT-PCR 法及び骨髄
凍結切片における蛍光免疫染色法により評
価を行った。 
興味深いことに Notchシグナルの下流に位置
する転写因子HES１の発現をRT-PCR法で確認
したところ、cKit 陽性前駆細胞分画の中で、
34a+細胞は他分画と比較し極めて HES1 の高
い発現を示し、同分画への分化において、
Notch-Hes シグナルが何らかの役割を示して
いる可能性が考えられた。 
 Notch レ セ プ タ ー の リ ガ ン ド で あ る
Delta1,Delta4 は骨髄内において血管内皮、
間質細胞を含む様々な細胞に発現している
ことが知られている。我々の検討では Delta1
は主に Osteoblast で、Delta4 は主に血管内
皮細胞を含む間質細胞でよく発現していた。
骨髄内における 34a+細胞の局在を蛍光免疫
染色で確認したところ、GPIba 陽性の単核細
胞(通常 GPIba は多核化した成熟巨核球にの
み発現しているので、GPIba 陽性の単核細胞
は 34a 細胞を多く含んでいると考えられる)
は vWF,Delta4 陽性血管内皮細胞に近接して
局在していることが確認された。一方 Delta1
発現細胞と 34a+細胞に局在の近接性は認め
られなかった。 
 
これらの結果から骨髄内においても骨髄
内微小環境からの Notch-Deltaシグナルが巨
核球分化において何らかの役割を担ってい
る可能性が示唆されたため、次に我々は、巨
核球系細胞への分化運命の決定において
Notch シグナルが担う役割を明らかにするた
めに、Notch シグナル経路の下流転写因子で
ある Hes1 を高力価レトロウイルスを用いて
遺伝子導入を造血幹細胞に行った場合の変
化を確認した。Hes1cDNA をレトロウイルスに
より KSL 細胞に強制発現した後、メチルセル
ロース半固形培地にてコロニー形成能を評
価した。遺伝子導入効率はウイルスベクター
に内包されている IRES-GFP システムを利用
して、GFP 陽性率で評価を行った。その結果、
過去の報告どおり、コントロール細胞と比較
しコロニー形成能が亢進した。また、形成さ
れたコロニーの構成細胞の表面抗原解析を
行うと、Hes1 の強制発現により Mac1,Gr1 な
どの顆粒球系分化マーカーの発現は著明に
抑制されているのに対し、巨核球系前駆細胞
マーカーの一つとして知られている CD41 の
発現が亢進していた。その一方 34a+細胞を含
む GPIba陽性細胞への分化誘導も抑制されて
いた。Notch-Hes1 シグナルの過剰亢進が巨核
球前駆細胞増殖・成熟抑制に関わる可能性が
示唆された。現在遺伝子改変マウスを用いた
解析を進めており、in vivo の血小板造血に
おける Notchシグナルの意義について研究を
進めている。 
 
さらに巨核球前駆細胞から多核化した巨
核 球 へ の 巨 核 球 成 熟 過 程 に お け る
Notch-Hes1 経路が担う役割について検討を
行った。巨核芽球系の細胞株である UT7/TPO
  
細胞は、TPO 依存的増殖を示し、TPO 濃度依
存的に多核化し成熟巨核球様の形態へと分
化することが知られている。まず、ヒト Notch
抗体及び RT-PCR 法を用いて UT7/TPO 細胞に
おける Notchレセプターの発現を検証したと
ころ、Notch1-4 全ての Notch レセプターを発
現していた。また、ビオチン化 Notch 抗体を
用いてフローサイトメーターによる発現解
析を行ったところ、全ての Notch レセプター
は UT7/TPO細胞の細胞膜表面に発現している
ことが確認された。さらにUT7/TPO細胞をTPO
で刺激し巨核球成熟・多核化を促したところ
（TPO１00ng/ml で刺激）、RT-PCR 法で Notch
下流転写因子 Hes1 の mRNA の発現変化を確認
したところ、Hes１mRNA の発現量は著明に亢
進していた。この結果から巨核球成熟過程に
おいても Notch-Hes経路が何らかの役割を担
っている可能性が考えられた。 
 
そこで、この細胞株にレトロウイルスを用
いて Hes1 または DNA 結合部位が含まれる
Hes1 の C 末を欠損させた変異体を導入し、細
胞株の増殖または多核化における影響を検
証した。その結果、全長型 Hes1 を導入して
も細胞増殖・多核化に影響を認めなかったが、
C 末欠損変異体 Hes1 を導入した細胞株では、
多核化が障害された未分化な細胞の増殖を
認めるようになった。C末欠損変異体 Hes1 は
過去の報告ではドミナントネガティブ変異
体として機能することが知られている事か
ら、Hes1 は巨核球成熟過程においては正の制
御を行っている可能性が考えられた。 
 
本研究の結果、従来成熟巨核球分化抗原と
考えられていた GPIbaが前駆細胞分画の一部、
しかも、従来提唱されてきた分化経路では
MEP 分画の上流に位置する CMP 分画の中に含
まれており（＝34a+細胞）、その分化能は巨
核球系へと限定されている事が初めて明ら
かとなった。さらに、34a+細胞は試験管内の
短期分化誘導法の結果からは、CD150+KSL 細
胞から直接的に分化誘導している可能性が
高く、正常な巨核球分化経路は従来の CMP→
MEP を介した経路のみならず、造血幹細胞か
らかなり未分化な段階で既に分化運命が決
定している可能性が高い。同様の分化経路の
存在を提唱する報告は数報あるが、本研究は
34a+細胞分画というマーカー分子を決定し
たという観点から重要な結果と考えられる。 
 
また、34a+細胞で Notch シグナルの下流転
写因子である Hes1 の mRNA が高発現している
ことは同分化経路において Notch-Hesシグナ
ルが重要な役割を担っている事が示唆する
データである。Hes1 は造血幹細胞で高発現し
ている事が知られており、純化された造血幹
細胞分画にレトロウイルスで遺伝子導入し
強制発現を行うと、未分化性を維持したまま
造血幹細胞が増幅することが報告されてお
り、最近では慢性骨髄性白血病の急性転化時
の白血病幹細胞の増幅にも役割を担ってい
る事も示唆されている。我々の解析結果から
は、未分化な造血幹細胞から巨核球へと分化
運命を決定付ける際にも Notch-Hesシグナル
は役割を担っており、顆粒球系への分化は抑
制すると考えられた。 
 
骨髄凍結切片の免疫染色の結果からは、
Delta をはじめとする Notch リガンドを発現
する造血微小環境からのシグナル伝達によ
り巨核球・血小板造血は生体のホメオスタシ
スを保つために綿密に制御されていること
が予想される。 
また、巨核芽球細胞株の実験結果からは、
巨核球成熟には Hes1 は正の制御を行ってい
ることが明らかとなった。未分化細胞から
GPIba が発現する巨核球分化運命が決定する
段階では Hes1 が過剰に存在することでむし
ろ分化抑制の方向に働く結果から、分化段階
によって Notch-Hesシグナルは異なる働きを
担っている事が示唆される。 
 
急性巨核芽球性白血病における白血病細
胞の表面抗原パターンの多くは、CD41 陽性で
あるがより成熟した巨核球マーカーとして
考えられてきた GPIbaは陰性である事が多い。
この表現型は KSL 細胞に Hes1 を導入した際
に見られる表現型と酷似しており、GATA-1 変
異などの既報の急性巨核芽球性白血病に関
わる遺伝子変異と協調的に働くことにより
疾患発症に関わる可能性が考えられる。 
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